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POLYPEPTIDE EXPRIMEE DANS LA COUCHE CORNEE DE L'EPIDERME ET SON UTILISATION 

L'invention a pour objet une composition cosmetique ou pharmaceutique 
comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 

5 polypeptide naturel ou synthetique purifie, specifique de l'epiderme, ayant un 
role dans ia cohesion intercorneocytaire. Uinvention a egalement pour objet une 
composition cosmetique ou pharmaceutique comprenant un melange de 
polypeptides issus de la proteolyse du polypeptide purifie, un procede de 
traitement cosmetique destine a renforcer la cohesion intercorneocytaire et un 

10 procede de traitement cosmetique destine a diminuer la cohesion 
intercorneocytaire, done a favoriser la desquamation. 

La peau humaine est constitute de deux compartiments a savoir un 
compartiment profond, le derme, et un compartiment superficiel, l'epiderme. 

15 

Le derme fournit a l'epiderme un support solide. C'est egalement son element 
nourricier. II est principalement constitue de fibroblastes et d'une matrice 
extracellulaire composee elle-meme principalement de collagene, d'elastine et 
d'une substance, dite substance fondamentale, composants synthetises par le 
20 . fibroblaste. On y trouve aussi des leucocytes, des mastocytes ou encore des 
macrophages tissulaires. II est egalement constitue de vaisseaux sanguins et de 
fibres nerveuses. 

L'epiderme humain naturel est compose principalement de- trois types de 
25 cellules qui sont les keratinocytes, tres majoritaires, les melanocytes et les 
cellules de Langerhans. Chacun de^ces types cellulaires contribue par ses 
fonctions propres au role essentiel joue dans Porganisme par la peau. 

L'epiderme est conventionnellement divise en une couche basale de 
30 keratinocytes qui constitue la couche germinative de l'epiderme, une couche dite 
epineuse constitute de plusieurs couches de cellules polyedriques disposees 
sur les cellules germinatives, une couche dite granuieuse constitute de cellules 
aplaties contenant des inclusions cytoplasmiques distinctes, les grains de 
keratohyaline, et enfin une couche superieure appelee couche cornee (ou 
35 stratum corneum), constitute de ktratinocytes au stade terminal de leur 
difftrenciation appelts corntocytes. Ceux-ci sont des cellules momifiees, 
anucletes qui dtrivent des ktratinocytes. 
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Les corneocytes sont principalement composes d'une matrice fibreuse 
contenant des cytokeratines, entouree d'une structure tres resistante de 15 nm 
d'epaisseur, appelee enveloppe cornee ou cornifiee. L'empilement de ces 
corneocytes constitue la couche cornee qui est responsable de la fonction de 

5 barriere de I'epiderme. Au cours du processus normal de desquamation, les 
corneocytes les plus superficiels se detachent de la surface de I'epiderme. 
Des structures intercellulaires derivant des desmosomes, appelees 
corneosomes ou corneodesmosomes, ont ete decrites dans la couche cornee. 
Des etudes recentes ont montre leur importance majeure dans la cohesion 

10 intercorneocytaire ainsi que dans le processus de desquamation. En particulier, 
une correlation etroite existe entre la dissociation cellulaire et la proteolyse de 
certains composants corneodesmosomaux comme la desmogleine I. 
Plusieurs proteases a serine de type trypsine ou chymotrypsine semblent etre 
impliquees dans la proteolyse des corneodesmosomes, en particulier I'enzyme 

15 chymotrypsique de la couche cornee (stratum corneum chymotryptic enzyme). 

De nombreuses pathologies cutanees se caracterisent par la production d'une 
couche cornee epaissie et par une desquamation anormale, c'est-a-dire par une 
hyperkeratose. Celle-ci peut survenir sur tout territoire anatomique cutane et 
20 dans des contextes cliniques tres varies. Son substratum physiopathologique et 
sa cause sont varies. 

A titre d'exemples on peut citer : 

- la xerose (ou secheresse cutanee), 
25 - les ichthyoses, 

- le psoriasis, 

- certaines lesions tumorales benignes ou malignes, 

- les hyperkeratoses reactionnelles. 

30 D'autres pathologies se caracterisent par une transdifferenciation ou 
metaplasie. au niveau de muqueuses, malpighiennes ou non, mais 
normalement non cornifiees, qui deviennent cornifiees, c'est-a-dire se revetent 
d'un epithelium anormal, producteur a sa surface d'une couche cornee. Bien 
que les muqueuses genitales et celles des voies aerodigestives superieures 

35 soient le plus souvent concernees, ces metaplasies peuvent sieger dans divers 
territoires anatomiques. 
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A titre d'exemples on peut citer : 

- la leukokeratose du col uterin au cours du prolapsus, 

- les leukokeratoses buccales, 

- les lesions tumorales benignes keratosiques des muqueuses malpighiennes. 

5 

A I'inverse, certaines manifestations pathologiques entraTnent un 
amincissement de I'epiderme et en particuiier de la couche cornee, se 
traduisant par une fragilite excessive du revetement cutane. Celle-ci peut sieger 
dans divers territoires anatomiques, sa cause est variable et elle peut etre 
10 constitutionnelle ou acquise. 

A titre d'exemples on peut citer : 

- les troubles trophiques cutanes des membres inferieurs chez les patients 
porteurs de pathologies vasculaires : varices, arteriopathies (diabete, 

15 arteriosclerose...), 

- les troubles trophiques cutanes dans le cadre d'un syndrome algo- 

dystrophique, 

- les troubles trophiques consecutifs a une cicatrisation anormale. 

20 La purification et la connaissance des polypeptides impliques dans la cohesion 
intercorneocytaire est une des voies qui pourrait permettre I'elaboration de 
produits destines a lutter contre les effets d'un exces ou d'un defaut en 
polypeptides de ce type en particuiier a la surface de la peau. 

25 Un des objets de I'invention est de fournir une composition comprenant un 
polypeptide implique dans la cohesion intercorneocytaire sous forme purifiee. 

Apres de longs et laborieux travaux du fait de sa faible representation parmi les 
proteines de i'epiderme, de sa grande instabilite et de sa sensibiiite elevee aux 

30 proteases, la demanderesse a mis en evidence, isole et purifie par des 
techniques biochimiques a partir d'epiderme humain, un polypeptide specifique 
des epitheliums comities. Ce polypeptide, que I'on nommera egalement par 
ailleurs dans le texte "corneodesmosine" est exprime dans la couche cornee de 
I'epiderme et est implique dans la cohesion intercorneocytaire. La 

35 demanderesse en a determine la sequence primaire en acides amines. 

L'invention a done pour objet une composition cosmetique ou pharmaceutique 
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comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide naturel ou synthetique purifie, ledit polypeptide etant caracterise par 
le fait qu'il repond a la sequence d'acides amines SEQ ID NO : 1 suivante : 

5 Met Gly Ser Ser Arg Ala Pro Trp Met Gly Arg Val Gly Gly His Gly 
■ 1 5 10 15 

Met Met Ala Leu Leu Leu Ala Gly Leu Leu Leu Pro Gly Thr Leu Ala 

20 25 30 

LysSer lie Gly Thr Phe Ser Asp Pro CysLys Asp Pro Thr Arg lie 
10 35 40 45 

Thr Ser Pro Asn Asp Pro Cys Leu Thr Gly Lys Gly Asp Ser Ser Gly 

50 55 60 

Phe Ser Ser Tyr Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser He Ser Ser 
65 70 75 80 

15 Ala Arg Ser Ser Gly Gly Gly Ser Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ser Ser 

85 90 95 

He Ala Gin Gly Gly Ser Ala Gly Ser Phe Lys Pro Gly Thr Gly Tyr 

100 105 110 

Ser Gin Val Ser Tyr Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ser Leu Gin Gly Ala 
20 115 120 125 

Ser Gly Ser Ser Gin Leu Gly Ser Ser Ser Ser His Ser Gly Ser Ser 

130 135 140 

Gly Ser His Ser Gly Ser Ser Ser Ser His Ser Ser Ser Ser Ser Ser 
145 150 155 160 

25 PheGlnPheSerSerSerSerPheGIn Val Gly Asn Gly Ser Ala Leu 

165 170 175 

Pro ThrAsnAspAsnSerTyr Arg Gly lie LeuAsnPro Ser Gin Pro 

180 185 . 190 

Gly Gin Ser Ser Ser Ser Ser Gin Thr Ser Gly Val Ser Ser Ser Gly 
30 195 200 205 

Gin Ser Val Ser Ser Asn Gin Arg Pro Cys Ser Ser Asp lie Pro Asp 

210 215 220 

Ser Pro Cys Ser Gly Gly Pro lie Val Ser His Ser Gly Pro Tyr lie 
225 ' 230 235 240 

35 Pro Ser Ser His Ser Val Ser Gly Gly Gin Arg Pro Val Val Val Val 

245 250 255 

Val Asp Gin His Gly Ser Gly Ala Pro Gly Val Val Gin Gly Pro Pro 
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260 265 270 

Cys Ser Asn Gly Gly Leu Pro Gly Lys Pro Cys Pro Pro lie Thr Ser 

275 280 285 

Val Asp Lys Ser Tyr Gly Gly Tyr Glu Val Val Gly Gly Ser Ser Asp 
5 290 295 300 

Ser Tyr Leu Val Pro Gly Met Thr Tyr Ser Lys Gly Lys lie Tyr Pro 
305 310 315 320 

Val Gly TyrPheThr Lys Glu Asn Pro Val Lys Gly Ser Pro Gly Val 
325 330 335 

10 Pro SerPhe Ala Ala Gly Pro Pro lie Ser Glu Gly Lys TyrPheSer 
340 345 350 

Ser Asn Pro He lie Pro Ser Gin Ser Ala Ala Ser Ser Ala lie Ala 

355 360 365 

PheGln Pro Val Gly Thr Gly Gly Val Gin Leu Cys Gly Gly Gly Ser 
15 370 375 380 

Thr Gly Ser Lys Gly Pro Cys Ser Pro Ser Ser Ser Arg Val Pro Ser 
385 390 395 400 

Ser Ser Ser He Ser Ser Ser Ala Gly Ser Pro Tyr His Pro Cys Gly 
405 410 415 

20 Ser Ala Ser Gin Ser Pro Cys Ser Pro Pro Gly Thr Gly SerPhe Ser 
420 425 430 

Ser Ser Ser Ser Ser Gin Ser Ser Gly Lys lie lie Leu Gin Pro Cys 

435 440 445 

Gly Ser Lys Ser Ser Ser Ser Gly His Pro Cys Met Ser Val Ser Ser 
25 450 455 460 

Leu Thr Leu Thr Gly Gly Pro Asp Gly Ser Pro His Pro Asp Pro Ser 
465 470 475 480 

Ala Gly Ala Lys Pro Cys Gly Ser Ser Ser Ala Gly Lys He Pro Cys 
485 490 495 

30 Arg Ser lie Arg Asp lie Leu Ala Gin Val Lys Pro Leu Gly Pro Gin 
500 505 510 

Leu Ala Asp Pro Glu Val Phe Leu Pro Gin Gly Glu Leu Leu Asp Ser 
515 520 525 

Pro 



35 



Le polypeptide de I'invention peut etre d'origine naturelle ou synthetique. Par 
synthetique on entend ici tout polypeptide obtenu chimiquement ou par 
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production dans un organisme apres introduction dans cet organisme des 
elements necessaires a cette production. 

Le polypeptide de I'invention peut etre issu de toute origine possible a savoir 
5 soit animate, en particulier de mammiferes et encore plus particulierement 
humaine, soit vegetate, soit de micro-organismes (virus, phages, bacteries 
entre autres) ou encore de champignons, sans prejuger du fait qu'il soit present 
de maniere naturelle ou non dans ledit organisme d'origine. 

10 Preferentiellement, le polypeptide de I'invention est d'origine naturelle, purifie a 
partir de tissus de mammiferes, particulierement a partir de peau de 
mammiferes. 

Preferentiellement, le polypeptide de I'invention est purifie a partir de peau 
15 humaine et encore plus preferentiellement a partir d'epiderme humain. 

Comme indique precedemment, la cohesion intercorneocytaire est 
apparemment due entre autres a ('existence dans la couche cornee de 
polypeptides specifiques des structures impliquees dans la jonction 
20 intercorneocytaire. 

Ainsi, le polypeptide de I'invention est specifique de la couche cornee et de la 
couche granuleuse et, preferentiellement, le polypeptide selon I'invention est 
specifique des structures impliquees dans la jonction intercorneocytaire. 
25 particulierement des corneodesmosomes. 

On sait qu'en general les polypeptides matures que I'on trouve dans les cellules 
proviennent de la maturation de precurseurs qui contiennent dans leur 
sequence la sequence du polypeptide mature. 



30 



35 



, Ainsi, I'invention concerne egalement une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physio.logiquement acceptable, 
tout polypeptide dont la sequence est en partie constitute par la sequence du 
polypeptide de I'invention. 

II est connu egalement que les polypeptides peuvent subir des modifications 
post-traductionnelles comme la formation de liaisons disulfure, les clivages 
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proteolytiques specifiques, I'addition de glucides (glycosylation), la 
phosphorylation en particulier au niveau des serines et/ou des threonines et/ou 
des tyrosines, et/ou I'association a des lipides. 

5 L'invention concerne done une composition cosmetique ou pharmaceutique 
comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide de l'invention ayant subi ou non des modifications post- 
traductionnelles. 

10 Le polypeptide de ('invention peut avoir subi une ou plusieurs modifications 
post-traductionnelles. 

Preferentiellement, le polypeptide selon l'invention est glycosyle et/ou 
phosphoryle. 

15 

On sait classer les polypeptides en fonction de leur point isoelectrique. 
Preferentiellement, le polypeptide de l'invention est basique. 

Bien entendu la sequence primaire en acides amines, ainsi que les diverses 
20 modifications post-traductionnelles subies par le polypeptide font que ledit 
polypeptide peut etre caracterise par son poids moleculaire, exprime en 
kilodaltons. 

Le polypeptide de l'invention a un poids moleculaire apparent determine par 
eiectrophorese en gel de polyacrylamide SDS (PAGE-SDS) compris entre 50 et 
25 60 kilodaltons, preferentiellement, entre 52 et 56 kilodaltons. 

Tres preferentiellement, le polypeptide de l'invention est un polypeptide 
glycosyle, 

phosphoryle, basique d'un poids moleculaire apparent compris entre 50 et 60, 
30 de preference entre-52 et 56, -kilodaltons. 

Ainsi preferentiellement, l'invention a pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au 
moins un polypeptide de l'invention, ledit polypeptide etant glycosyle, basique, 
35 phosphoryle et ayant un poids moleculaire apparent compris entre 50 et 60 
kilodaltons, preferentiellement entre 52 et 56 kilodaltons. 
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II est par ailleurs connu que la sequence primaire en acides amines d'un 
polypeptide determine des sites specifiquement reconnus par des proteases qui 
une fois la reconnaissance de ces sites effective vont, avec ou sans fixation 
audit polypeptide, induire son clivage par proteolyse. 

Ainsi, Hnvention concerne egaiement une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au 
moins un melange de polypeptides issus de la proteolyse du polypeptide de 
I'invention. 

Comme decrit precedemment certaines pathologies peuvent etre dues a un 
exces de desquamation dont on peut supposer qu'il est du a un defaut en 
polypeptides impliques dans la cohesion intercorneocytaire. 

15 Certaines manifestations pathologiques entraTnent un amincissement de 
I'epiderme et en particulier de la couche cornee, se traduisant par une fragilite 
excessive du revetement cutane. qui peut sieger dans tout territoire anatomique 
cutane, etre de cause variee constitutionhelle ou acquise. 

20 Ainsi, la composition selon I'invention est destinee a traiter 1'amincissement de 
I'epiderme, et en particulier de la couche cornee. et/ou a traiter une fragilite 
excessive du revetement cutane et/ou a renforcer la cohesion 
intercorneocytaire et/ou induire I'epaississement de la couche cornee. 

25 De meme, la composition selon I'invention est destinee a traiter I'amincissement 
de I'epiderme, et en particulier de la couche cornee, et/ou a traiter une fragilite 
excessive du revetement cutane et/ou a renforcer la cohesion 
intercorneocytaire et/ou induire I'epaississement de la couche cornee. 

30 De la meme facon, la composition de I'invention peut etre utilisee pour 
provoquer un epaississement localise de la couche cornee au niveau de 
territoires cutanes devant subir des microtraumatismes repetes. 

A titre d'exemple on peut citer le traitement preventif des bulles sous- 
35 epidermiques ("ampoules") chez les sportifs. 



L'invention a egaiement pour objet un procede de traitement cosmetiq 
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destine a traiter ramincissement de Tepiderme, et en particulier de la couche 
cornee, et/ou a traiter une fragilite excessive du revetement cutane et/ou a 
renforcer la cohesion intercorneocytaire et/ou induire Tepaississement de la 
couche cornee, caracterise par le fait que Ton applique sur la peau du sujet a 
5 traiter une composition cosmetique selon Tinvention 

^invention a egalement pour objet un procede de traitement cosmetique 
destine a traiter les troubles trophiques cutanes, par exemple des patients 
porteurs de pathologies vasculaires telles que les varices ou les arteriopathies 
10 (diabete, arteriosclerose...), les troubles trophiques cutanes des patients 
porteurs de syndromes algo-dystrophiques ou ceux consecutifs a des troubles 
de la cicatrisation. 

Uanaiyse de la sequence primaire en acides amines de la proteine selon 
15 Tinvention montre qu'elle presente des sites de reconnaissance et de fixation 
pour des proteases connues ou des sites specifiques de clivage par des agents 
chimiques. On peut citer comme exemple les sites pour la Chymotrypsine, la 
Cathepsine, la proteinase K, la Subtilisihe, la protease V8, la Thermolysine, la 
Thrombine, la Trypsine, la PapaTne, la Pepsine, la Proline-Endopeptidase, 
20 TEndoproteinase GluC, TEndoproteinase LysC, TEndoproteinase AspN, 
I'Endoproteinase ArgC (Clostripaine), la Myxobacter AL117, I'Elastase, 
I'enzyme chymotrypsique de la couche cornee, le bromure de cyanogene, le N- 
chlorosuccinimide ou encore les sites specifiques de I'hydrolyse acide (70% 
d'acide formique, 7M Guanidine-HCI, 40°C ( 24h). 

25 

La cohesion intercorneocytaire est apparemment due a I'existence, dans la 
couche cornee, de polypeptides specifiques des structures impliquees dans la 
jonction intercorneocytaire comme en particulier le polypeptide de Tinvention. 
On a vu que certaines pathologies hyperkeratosiques pourraient etre liees a un 
30 exces de cohesion intercorneocytaire, dO en particulier au polypeptide de 
Tinvention. 

Ainsi, Tinvention a pour objet une composition cosmetique ou pharmaceutique 
comprenant, dans un milieu physiologiquement- acceptable, une quantite 
35 efficace d'au moins une protease active sur le polypeptide de Tinvention, choisie 
parmi TEndoproteinase LysC, TEndoproteinase GluC, la Proline-Endopeptidase, 
la Thrombine, la Pepsine, la Myxobacter AL1 17 et TElastase. 
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Ces proteases peuvent etre isolees a partir de plantes, d'animaux, de bacteries, 
de virus ou de champignons. 

5 Le polypeptide de I'invention peut etre glycolyse. Ainsi, la composition telle que 
definie precedemment peut contenir en outre une glycosidase qui peut etre 
choisie parmi celles isolees de plantes, d'animaux, de champignon ou encore 
de micro-organismes, en particulier de bacteries. On citera a titre d'exemple les 
neuraminidases, les mannosidases, les galactosidases, les glucosidases. les 

10 N-acetylglucosaminidases et les N-acetylgalactosaminidases. 

Comme vu precedemment certaines pathologies se caracterisent par la 
production d'une couche cornee epidermique epaissie et par une desquamation 
anormale, c'est-a-dire par une hyperkeratose qui peut survenir dans tout 
15 territoire anatomique cutane, dans divers contextes cliniques et dont le 
substratum physiopathologique et la cause peuvent etre varies. 

L'invention concerne egalement une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant une protease, telle que definie precedemment, 
20 destinee a traiter par exemple I'hyperkeratose, la xerose (ou secheresse 
cutanee), les ichthyoses, le psoriasis, de certaines lesions tumorales 
hyperkeratosiques benignes ou malignes, les keratoses reactionnelles. 

L'invention concerne egalement une composition cosmetique ou 
25 pharmaceutique comprenant une protease, telle que definie precedemment, 
destinee a traiter les pathologies se caracterisant par une transdifferenciation 
ou metaplasie, au niveau de muqueuses, malpighiennes ou non, mais 
normalement non cornifiees, qui deviennent cornifiees comme par exemple la 
leukokeratose du col uterin au cours du prolapsus, les leukokeratoses buccales, 
30 ou encore les lesions tumorales hyperkeratosiques benignes ou malignesdes 
muqueuses malpighiennes. 

Un autre objet de 1'invention est de proposer un procede de traitement 
cosmetique pour lutter contre les exces de cohesion intercorneocytaire et done 
35 pour augmenter la desquamation et en particulier les exces dus au polypeptide 
de l'invention, procede qui consiste a appliquer sur la peau une composition 
cosmetique comprenant au moins une protease presentant un site specifique 
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de reconnaissance et/ou de fixation et de coupure au sein de la sequence 
primaire d'acides amines du polypeptide de I'invention. 

On sait qu'une proteine est synthetisee dans les cellules a partir d'une matrice 
5 . d'acides desoxyribonucleiques codant pour ladite proteine. On sait egalement 
que le code genetique est degenere. Ainsi, la sequence d'acides amines du 
polypeptide de l'invention peut etre issue de differentes sequences d'acides 
desoxyribonucleiques, naturefles ou synthetiques. Par sequence d'acides 
desoxyribonucleiques synthetique, on entend ici toute sequence obtenue 
10 chimiquement ou par manipulation genetique. 

Lesdites sequences d'acides desoxyribonucleiques peuvent etre issues de 
toutes origines possibles a savoir soit animale, en particulier de mammiferes et 
encore plus particulierement humaine, soit vegetale, soit de rnicro-organismes 
15 (virus, phages, bacteries entre autres) ou encore de champignons, sans 
prejuger du fait qu'elles soient presentes de maniere naturelle ou non dans ledit 
organisme d'origine. 

La demanderesse a isole, purifie et sequence par des techniques de biologie 
20 moleculaire en particulier le criblage de banques d'expressioh d'acides 
desoxyribonucleiques complementaires preparees a partir d'epiderme humain, 
un fragment d'acides desoxyribonucleiques codant pour le polypeptide de 
['invention. 

25 L'invention a done egalement pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant. dans un milieu physiologiquement acceptable, 
toutes sequences d'acides desoxyribonucleiques, naturelles ou synthetiques, 
dont tout ou partie code pour la sequence primaire d'acides amines du 
polypeptide de ['invention. 

30 

Au cours de ces travaux, la demanderesse a pu isoler et purifier une sequence 
d'acides desoxyribonucleiques codant pour la sequence primaire d'acides 
amines du polypeptide de l'invention a partir de peau humaine. 

35 Particulierement l'invention a pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, un 
fragment isole d'acide desoxyribonucleique comprenant au moins la sequence 
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nucleotidique codante SEQ ID NO : 2 suivante : 



1 


ATG 


GGC 


TCG 


TCT 


CGG 


GCA 


CCC 


TGG 


ATG 


GGG 


CGT 


GTG 


GGT 


GGG 


CAC 


46 


GGG 


ATG 


ATG 


GCA 


CTG 


CTG 


CTG 


GCT 


GGT 


CTC 


CTC 


CTG 


CCA 


GGG 


ACC 


91 


TTG 


GCT 


AAG 


AGC 


ATT 


GGC 


ACC 


TTC 


TCA 


GAC 


CCC 


TGT 


AAG 


GAC 


CCC 


136 


ACG 


CGT 


ATC 


ACC 


TCC 


CCT 


AAC 


GAC 


CCC 


TGC 


CTC 


ACT 


GGG 


AAG 


GGT 


181 


GAC 


TCC 


AGC 


GGC 


TTC 


AGT 


AGC 


TAC 


AGT 


GGC 


TCC 


AGC 


AGT 


TCT 


GGC 


226 


AGC 


TCC 


ATT 


TCC 


AGT 


GCC 


AGA 


AGC - 


TCT 


GGT 


GGT 


GGC 


TCC 


AGT 


GGT 


271 


AGC 


TCC 


AGC 


GGA 


TCC 


AGC 


ATT 


GCC 


CAG 


GGT 


GGT 


TCT 


GCA 


GGA 


TCT 


316 


TTT 


AAG 


CCA 


GGA 


ACG 


GGG 


TAT 


TCC 


CAG 


GTC 


AGC 


TAC 


TCC 


TCC 


GGA 


361 


TCT 


GGC 


TCT 


AGT 


CTA 


CAA 


GGT 


GCA 


TCC 


GGT 


TCC 


TCC 


CAG 


CTG 


GGG 


406 


AGC 


AGC 


AGC 


TCT 


CAC 


TCG 


GGA 


AGC 


AGC 


GGC 


TCT 


CAC 


TCG 


GGA 


AGC 


451 


AGC 


AGC 


TCT 


CAT 


TCG 


AGC 


AGC 


AGC 


AGC 


AGC 


TTT 


CAG 


TTC 


AGC 


AGC 


496 


AGC 


AGC 


TTC 


CAA 


GTA 


GGG 


AAT 


GGC 


TCT 


GCT 


CTG 


CCA 


ACC 


AAT 


GAC 


541 


AAC 


TCT 


TAC 


CGC 


GGA 


ATA 


CTA 


AAC 


CCT 


TCC 


CAG 


CCT 


GGA 


CAA 


AGC 


586 


TCT 


TCC 


TCT 


TCC 


CAA 


ACC 


TCT 


GGG 


GTA 


TCC 


AGC 


AGT 


GGC 


CAA 


AGC 


631 


GTC 


AGC 


TCC 


AAC 


CAG 


CGT 


CCC 


TGT 


AGT 


TCG 


GAC 


ATC 


CCC 


GAC 


TCT 


676 


CCC 


TGC 


AGT 


GGA 


GGG 


CCC 


ATC 


GTC 


TCG 


CAC 


TCT 


GGC 


CCC 


TAC 


ATC 


721 


CCC 


AGC 


TCC 


CAC 


TCT 


GTG 


TCA 


GGG 


GGT 


CAG 


AGG 


CCT 


GTG 


GTG 


GTG 


766 


GTG 


GTG 


GAC 


CAG 


CAC 


GGT 


TCT 


GGT 


GCC 


CCT 


GGA 


GTG 


GTT 


CAA 


GGT 


811 


CCC 


CCC 


TGT 


AGC 


AAT 


GGT 


GGC 


CTT 


CCA 


GGC 


AAG 


CCC 


TGT 


CCC 


CCA 


856 


ATC 


ACC 


TCT 


GTA 


GAC 


AAA 


TCC 


TAT 


GGT 


GGC 


TAC 


GAG 


GTG 


GTG 


GGT 


901 


GGC 


TCC 


TCT 


GAC 


AGT 


TAT 


CTG 


GTT 


CCA 


GGC 


ATG 


ACC 


TAC 


AGT 


AAG 


946 


GGT 


AAA 


ATC 


TAT 


CCT 


GTG 


GGC 


TAC 


TTC 


ACC 


AAA 


GAG 


AAC 


CCT 


GTG 


991 


AAA 


GGC 


TCT 


CCA 


GGG 


GTC 


CCT 


TCC 


TTT 


GCA 


GCT 


GGG 


CCC 


CCC 


ATC 


1036 


TCT 


GAG 


GGC 


AAA 


TAC 


TTC 


TCC 


AGC 


AAC 


CCC 


ATC 


ATC 


CCC 


AGC 


CAG 


1081 


TCG 


GCA 


GCT 


TCC 


TCG 


GCC 


ATT 


GCG 


TTC 


CAG 


CCA 


GTG 


GGG 


ACT 


GGT 


1126 


GGG 


GTC 


CAG 


CTC 


TGT 


GGA 


GGC 


GGC 


TCC 


ACG 


GGC 


TCC 


AAG 


GGA 


CCC 


1171 


TGC 


TCT 


CCC 


TCC 


AGT 


TCT 


CGA 


GTC 


CCC 


AGC 


AGT 


TCT 


AGC 


ATT 


TCC 



30 1216 AGC AGC GCC GGT TCA CCC TAC CAT CCC TGC GGC AGT GCT TCC CAG 

12 61 AGC CCC TGC TCC CCA CCA GGC ACC GGC TCC TTC AGC AGC AGC . TCC 

13 0 6 AGT TCC CAA TCG AGT GGC AAA ATC ATC CTT CAG CCT TGT GGC AGC 
13 51 AAG TCC AGC TCT TCT GGT CAC CCT TGC ATG TCT GTC TCC TCC TTG 

13 96 ACA CTG ACT GGG GGC CCC GAT GGC TCT CCC CAT CCT GAT CCC TCC 
35 1441 GCT GGT GCC AAG CCC TGT GGC TCC AGC AGT GCT GGA AAG ATC CCC 

14 8 6 TGC CGC TCC ATC CGG GAT ATC CTA GCC CAA GTG AAG CCT CTG GGG 
1531 CCC CAG CTA GCT GAC CCT GAA GTT TTC CTA CCC CAA GGA GAG TTA 
1576 CTC GAC AGT CCA TAA 

40 L'invention a egalement pour objet une composition cosmetique ou 
pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, 
une sequence d'acides ribonucleiques sens ou antisens correspondahts a ladite 
sequence SEQ ID NO : 2. 

45 Elle a egalement pour objet I'utilisation desdites sequences d'acides 
desoxyribonucleiques pour la production du polypeptide de l'invention ou d'un 
acide ribonucleique correspondant par toute technique connue comme par 
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exemple la synthese in vitro, a partir de milieux reconstitues ou la synthese par 
des organismes. 

L'invention a egalement pour objet Putilisation du polypeptide de 1'invention ou 
5 de ses fragments de proteolyse, et de tout peptide synthetique deduit de sa 
sequence, pour preparer ou purifier, eventuellement a partir d'epiderme, toute 
molecule, structurale ou fonctionnelle, susceptible de se tier specifiquement 
audit polypeptide purifie ou auxdits fragments de proteolyse purifies ou audit 
peptide synthetique. Cette molecule peut notamment correspondre a d'autres 
10 proteines structurales specifiques des corneodesmosomes et diverses enzymes 
de la couche.cornee, de type "proteases", "glycosidases" ou "phosphatases". 

L'invention a egalement pour objet ['utilisation du polypeptide de 1'invention ou 
de ses fragments de proteolyse et de tout peptide synthetique deduit de sa 
15 sequence, pour preparer des antiserums et antico'rps monoclonaux specifiques, 
visant notamment a purifier cette proteine et ses fragments. Par extension, 
l'invention a egalement pour objet toute utilisation de ladite sequence pour 
produire des anticorps ou fragments d'anticorps recombinants, quel que soit le 
systeme biologique utilise pour produire ces derniers. 

20 

Quelle que soit leur nature, les compositions de l'invention peuvent etre 
ingerees, injectees ou appliquees sur la peau (sur toute zone cutanee du corps) 
ou les muqueuses (buccale, jugale, gingivale, genitale, conjonctivale, ...). 

25 De preference, les compositions de Tinvention sont appliquees sur la peau ou 
les muqueuses. 

Selon le mode d'administration, les compositions selon l'invention peuvent se 
presenter sous toutes les formes galeniques normalement utilisees. 

30 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme 
notamment de solution aqueuse ou huileuse ou de dispersion du type lotion ou 
serum, d'emulsions de consistance liquide ou semi-liquide du type lait, obtenues 
par dispersion d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou 
35 inversement (E/H), ou de suspensions ou emulsions de consistance molle du 
type creme ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de microcapsules ou 
microparticules, ou de dispersions vesiculates de type ionique et/ou non ionique 
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ou de mousses ou encore sous forme de compositions pour aerosol comprenant 
egalement un agent propulseur sous pression. Ces compositions sont 
preparees selon les methodes usuelles. 

5 Pour Tinjection, la composition peut se presenter sous forme de lotion aqueuse, 
huileuse ou sous forme de serum. Pour les yeux, elle peut se presenter sous 
forme de gouttes et pour I'ingestion. elle peut se presenter sous forme de 
capsules, de granules, de sirops ou de comprimes. 

10 Les quantites des differents constituants des compositions selon I'invention sont 
celles classiquement utilisees dans les domaines consideres. 

Ces compositions constituent notamment des cremes de nettoyage, de 
protection, de traitement ou de soin pour le visage, pour les mains, pour les 

15 pieds, pour les grands plis anatomiques ou pour le corps (par exemple cremes 
de jour, cremes de nuit, cremes demaquillantes, cremes de fond de teint, 
cremes anti-solaires), des fonds de teint fluides, des laits de demaquillage, des 
laits corporels de protection ou de soin, des laits anti-solaires, des lotions, gels 
ou mousses pour le soin de la peau, comme des lotions de nettoyage, des 

20 lotions anti-solaires, des lotions de bronzage artificiel, des compositions pour le 
bain, des compositions desodorisantes comprenant un agent bactericide, des 
gels ou lotions apres-rasage, des cremes epilatoires, des compositions contre 
les piqures d'insectes. des compositions anti-douleur, des compositions pour 
traiter certaines maladies de la peau comme I'eczema, la rosasee, le psoriasis, 

25 les lichens, les prurits severes. 

Les compositions selon I'invention peuvent egalement consister en des 
preparations solides constituant des savons ou des pains de nettoyage. 

30 Les compositions peuvent aussi etre conditionnees sous forme de composition 
pour aerosol comprenant egalement un agent propulseur sous pression. 

La composition selon I'invention peut aussi etre une composition pour les soins 
du cuir chevelu, et notamment un shampooing, une lotion de mise en plis, une 
35 lotion traitante, une creme ou un gel coiffant, une composition de teintures 
(notamment teintures d'oxydation) eventuellement sous forme de shampooings 
colorants, des lotions restructurantes pour les cheveux, une composition de 
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permanente (notamment une composition pour le premier temps d'une 
permanente), une lotion ou un gel antichute, un shampooing antiparasitaire, etc. 

La composition peut aussi etre a usage bucco-dentaire, par exemple une pate 
5 dentifrice. Dans ce cas, la composition peut contenir des adjuvants et additifs 
usuels pour les compositions a usage buccal et notamment des agents 
tensioactifs, des agents epaississants, des agents humectants, des agents de 
polissage tels que la siiice, divers ingredients actifs comme les fluorures, en 
particulier le fluorure de sodium, et eventuellement des agents edulcorants 
10 comme le saccharinate de sodium. 

Lorsque la composition est une emulsion, la proportion de la phase grasse peut 
alter de 5 % a 80 % en poids, et de preference de 5 % a 50 % en poids par 
rapport au poids total de la composition. Les huiles, les cires, les emulsionnants 

15 et les coemulsionnants utilises dans la composition sous forme d'emulsion sont 
choisis parmi ceux classiquement utilises dans le domaine cosmetique. 
L'emulsionnant et le coemulsionnant sont presents, dans la composition, en une 
proportion allant de 0,3 % a 30 % en poids, et de preference de 0,5 a 20 % en 
poids par rapport au poids total de la composition. L'emulsion peut, en outre, 

20 contenir des vesicuies lipidiques. 

Lorsque la composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse peut 
representer plus de 90 % du poids total de la composition. 

25 De fagon connue, la composition cosmetique peut contenir egalement des 
adjuvants habituels dans le domaine cosmetique, tels que les gelifiants 
hydrophiles ou lipophiles, les additifs hydrophiles ou lipophiles, les 
conservateurs, les antioxydants, les solvants, les parfums, les charges, les 
filtres, les absorbeurs d'odeur et les matieres colorantes. Les quantites de ces 

30 differents adjuvants sont celies classiquement utilisees dans le domaine 
cosmetique, et par exemple de 0,01 % a 10 % du poids total de la composition. 
Ces adjuvants, seion leur nature, peuvent etre introduits dans la phase grasse, 
dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques. 
Comme huiles ou cires utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles 

35 minerales (huile de vaseline), les huiles vegetales (fraction liquide du beurre de 
karite, huile de tournesol), les huiles animales (perhydrosqualene), les huiles de 
synthese (huile de Purcellin), les huiles ou cires siliconees (cyclomethicone) et 
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les huiles fluorees (perfluoropolyethers), les cires d'abeille, de carnauba ou 
paraffine. On peut ajouter a ces huiles des alcools gras et des acides gras 
(acide stearique). 

Comme emulsionnants utiiisables dans I'invention, on peut citer par exemple le 
5 stearate de glycerol, le polysorbate 60 et le melange de PEG-6/PEG-32/Glycol 
Stearate vendu sous la denomination de Tefose R 63 par la societe Gattefosse. 

Comme solvants utiiisables dans I'invention, on peut citer les alcools inferieurs, 
notamment I'ethanol et I'isopropanol, le propylene glycol. 

10 Comme gelifiants hydropses utiiisables dans I'invention, on peut citer les. 
polymeres carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryliques tels que 
les copolymeres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacryiamides, les 
polysaccharides tels que I'hydroxypropylcellulose, les gommes naturelles et les 
argiles. et, comme gelifiants lipophiles, on peut citer les argiles modifiees 

15 comme les bentones, les sels metalliques d'acides gras comme les stearates 
d'aluminium et la silice hydrophobe, ethylcellulose, polyethylene. 

La composition peut contenir d'autres actifs hydrophiles comme les proteines ou 
les hydrolysats de proteines, les acides amines, les polyols, I'uree, I'allantoTne, 
20 les sucres et les derives de sucre, les vitamines hydrosolubles, les extraits 
vegetaux et les hydroxyacides. 

Comme actifs lipophiles, on peut utiliser le retinol (vitamine A) et ses derives, le 
tocopherol (vitamine E) et ses derives, les acides gras essentiels, les 
25 ceramides, les huiles essentielles, I'acide salicylique et ses derives. 

Selon I'invention la composition peut associer au moins un extrait d'au moins 
une Iridacee a d'autres agents actifs destines notamment a la prevention et/ou 
au traitement des affections cutanees. Parmi ces agents actifs, on peut citer a 
30 titre d'exemple : 

-les agents diminuant la differenciation et/ou la proliferation et/ou la 
pigmentation . cutanee tels que I'acide retinoique et ses isomeres, le retinol et 
ses esters, la vitamine D et ses derives, les oestrogenes tels que I'oestradiol, 
35 I'acide kojique ou I'hydroquinone ; 

- les antibacteriens tels que le phosphate de clindamycine, I'erythromycine ou 
les antibiotiques de la ciasse des tetracyclines ; 
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- les antiparasitaires, en particulier le metronidazole, le crotamiton ou les 
pyrethrinoides ; 

- les antifongiques, en particulier les composes appartenant a la classe des 
imidazoles teis que I'econazole, le ketoconazole ou le miconazole ou leurs sels, 

5 les composes polyenes, tels que I'amphotericine B, les composes de la famille 
des allylamines, tels que la terbinafine, ou encore 1'octopirox ; 

- les agents antiviraux.tels que (Acyclovir ; 

- les agents anti-inflammatoires steroidiens, tels que I'hydrocortisone, le 
valerate de betamethasone ou le propionate de clobetasol, ou les agents anti- 

10 inflammatoires non-steroidiens comme par exemple I'ibuprofene et ses sels, le 
diclofenac et ses sels, I'acide acetylsalicylique, I'acetaminophene ou I'acide 
glycyrrhizique ; 

-les agents anesthesiques tels que le chlorhydrate de lidocaTne et ses 
derives ; 

15 -les agents antiprurigineux comme la thenaldine, la trimeprazine ou la 
cyproheptadine ; 

- les agents keratolytiques tels que les acides a- et p-hydroxycarboxyliques ou 
P-cetocarboxyiiques, leurs sels, amides ou esters et plus particulierement les 
hydroxyacides tels que I'acide glycoiique, I'acide lactique, I'acide salicylique, 

20 I'acide citrique et de maniere generale les acides de fruits, et I'acide n-octanoyl- 
5-salicylique ; 

-les agents anti-radicaux libres, tels que la-tocopherol ou ses esters, les 
superoxyde dismutases,. certains chelatants de metaux ou I'acide ascorbique et 
ses esters ; 

25 - les antiseborrheiques tels que la progesterone ; 

- les antipellicuiaires comme Toctopirox ou la pyrithione de zinc ; 

- les antiacneiques comme Tacide retinoTque ou le peroxyde de benzoyle. 

Ainsi, selon un mode particulier, la composition selon I'invention comprend 
30 egalement au moins un agent choisi parmi les agents antibacteriens, 
antiparasitaires, antifongiques, antiviraux, anti-infiammatoires, antiprurigineux, 
anesthesiques, keratolytiques, anti-radicaux libres, anti-seborrheiques, 
antipellicuiaires, antiacneiques et/ou les agents diminuant la differenciation et/ou 
la proliferation et/ou la pigmentation cutanee. 

35 

EXEMPLES : 

Anticorps monoclonaux : 
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Les anticorps monoclonaux murins G36-19, F28-27 et B17-21 (lgG1) 
specifiques du polypeptide de 1'invention, la corneodesmosine, font partie d'une 
serie d'anticorps diriges contre des antigenes de differentiation epidermique, 
produits apres immunisation d'une souris avec un homogenat de couche cornee 
5 plantaire humaine, puis caracterises. L'ascite de I'anticorps monoclonal MOPC- 
21 (lgG1) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) a ete utilisee comme controle 
negatif. Le kit d'anticorps anti-phosphoserine de Biomol Feinchenukalien GmbH 
( Anticorps monoclonal 1C8, 4A3, 4A9 et 4H4) et I'anticorps monoclonal PSR45 
de Sigma ont aussi ete utilises. 

10 

Isolement et caracterisation du polypeptide : 

Extraction proteique sequentielle : 

A partir de peau mammaire (provenant de plasties mammaires de reduction), 
I'epiderme a ete separe du derme mecaniquement apres traitement a la chaleur 

15 de la peau pendant 5 minutes a 56°C dans un tampon phosphate, puis 
homogeneise de facon sequentielle. a 4°C, dans des volumes egaux des 
tampons suivants (trois fois dans chaque tampon : i) tampon TE : Tris-HCI 40 
mM pH 7,5; ethylenediaminetetraacetate" (EDTA) 10 mM; phenylmethylsulfonyl 
fluoride 0,25 mM et 2 ug/ml de chacun des inhibiteurs suivants: aprotinine, 

20 pepstatine A et leupeptine ; ii) tampon TENP40 : TE contenant un detergent, le 
Nonidet P-40 a 0,5% ; iii) tampons TEU : TE contenant differentes 
concentrations d'uree (de 2 a 8 M). Apres chaque extraction, les homogenats 
ont ete centrifuges pendant 15 minutes a 15 000 g et les surnageants preleves. 
Le premier surnageant de chaque extraction a ete garde a -30°C jusqu'a 

25 utilisation. Finalement, le culot correspondant a la derniere extraction dans le 
tampon contenant de I'uree a 8M a ete homogeneise dans le tampon TUDTT: 
Tris-HCI 35 mM pH 6,8; uree 8 M; dithiothreitol 50 mM; glycerol 5%; 
phenylmethylsulfonyl fluoride 0,25 mM et 2 ug/ml de chacun des memes 
inhibiteurs, incube 30 minutes a 95°C et centrifuge comme precedemment. Les 

30 concentrations proteiques ont ete mesurees en utilisant le systeme de Pierce 
(Coomassie Plus protein assay, Pierce Chemical Co., Rockford, IL). 

Electrophorese des proteines et immunodetection : 

Les proteines ont ete separees par electrophorese en gel de polyacrylamide en 
35 presence de SDS (PAGE-SDS) dans des gels de 7,5 ou 10% d'acrylamide, ou 
par electrophorese bidimensionelle en presence d'uree, en utilisant le systeme 
de Pharmacia (PhastSystem™; Pharmacia LKB). Une isoeiectrofocalisation 
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(IEF) ou une electrophorese interrompue avant I'equilibre de pH (NEpHGE: 
Non-Equilibrium pH Gel Electrophoresis) ont ete realisees en premiere 
dimension, puis une PAGE-SDS a ete reaiisee en deuxieme dimension avec 
des gels de 12 f 5% de polyacrylamide. Pour les electrophoreses 

5 bidimensionelles, les proteines des extraits en tampon TENP40 ont ete 
precipitees a Tethanol, collectees par centrifugation et dissoutes dans 50 mM de 
Tris-HCI pH 7,4; 8 M d'uree et 0,5% de p-mercaptoethanol. Les proteines 
marqueurs ainsi que les standards d'electrophorese bidimensionelle (2-D SDS- 
PAGE standards™) de Bio-Rad ont ete utilises comme marqueurs de poids 

10 moleculaires ou comme references de points isoeiectriques. 

Apres electrophorese, les proteines ont ete colorees au bleu de Coomassie ou 
a I'aide de nitrate d'argent (silver stain plus kit Bio-Rad Lab.), ou transferees sur 
membrane de nitrocellulose renforcee (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Allemagne). Les membranes ont ensuite ete colorees avec du rouge Ponceau 

15 ou du Protogold (British BioCell International, Cardiff, UK) et immunodetectees 
avec les anticorps monoclonaux, comme precedemment decrit. Les reactivites 
ont ete revelees avec le kit ECL™ d'Amersham (ECL™ Western blotting kit, 
Amersham International, Aylesbury, UK)," selon le protocole du fabriquant. 

20 Resultats : 

Le polypeptide de 52-56 kDa a ete detecte dans les extraits en tampons TE et 
TEU (a partir d'une concentration d'uree egale a 6 M), mais pas dans les 
extraits sequentiels en tampons TENP40 et TUDTT. De plus, si I'extrait en 
tampon TE etait centrifuge pendant 30 minutes a 100 000 x -g, Le polypeptide 

25 etait- totalement retrouve dans le surnageant. L'anticorps monoclonal G36-19 a 
aussi reconnu plusieurs polypeptides de poids moleculaire apparent plus faible, 
qui n'etaient que partiellement extraits en presence d'uree (meme a la 
concentration de 8 M), et etaient partiellement extraits en presence d'un agent 
reducteur. Que ce soit en tampon TE ou en presence d'uree, aucun polypeptide 

30 n'etait immunodetectable dans le dernier des trois extraits realises. Ceci indique 
qu'a chacune des etapes, ('extraction etait complete. Les experiences de 
controle realisees en absence d'anticorps primaire ou avec l'anticorps MOPC- 
21 se sont toujours revelees negatives. II est probable que les formes de 
polypeptides de faible poids moleculaire immunodetectees n'etaient pas des 

35 produits de degradation generes durant les etapes d'extraction, puisque leur 
proportion ne variait pas d'une preparation a I'autre et puisque les extractions 
ont toujours ete realisees en presence d'inhibiteurs de proteases. 
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La corneodesmosine humaine est un com posant des enveloppes 
cornifiees : 

Afin de confirmer au niveau biochimique que la corneodesmosine est liee de 
5 facon covalente aux enveloppes cornifiees, des fragments, generes par 
proteolyse d'enveloppes hautement purifiees a partir d'epiderme plantaire 
humain, ont ete analyses avec I'anticorps monoclonal G36-19. 
Preparation et analyse des enveloppes cornifiees :. 

Des enveloppes cornifiees humaines ont ete purifiees a partir de la couche 
10 cornee plantaire et d'epiderme mammaire, comme decrit precedemment. 
Brievement, les echantillons ont ete extraits par ebullitions repetees avec 
agitation vigoureuse dans une solution contenant 2% de SDS (p/v) et du 
dithiothreitol a la concentration de 25 mM. puis a 37°C pendant 72 heures dans 
une solution contenant de Puree a la concentration de 8 M et du dithiothreitol a 
15 la concentration de 25 mM. Les enveloppes extraites en uree ont ete 
sedimentees, puis suspendues dans une solution contenant 0,1% de SDS, de 
la glycine a la concentration de 192 mM et du Tris a la concentration de 125 
mM. Enfm, elles ont ete electrodialysees contre ce mime tampon pendant 72 
heures. Les enveloppes cornifiees purifiees ont ete collectees par 
20 centrifugation, lavees a I'eau distiHee et comptees. Elles ont ete analysees 
morphologiquement, puis par immunofluorescence indirecte. comme decrit 
dans Cart anterieur. Une digestion a la protease V8 et une immunodetection des 
produits de proteolyse ont ete realisees comme decrit dans Part anterieur. 

25 Resultats : 

Les enveloppes ont ete incubees pendant des temps croissants avec la 
protease V8, et les fragments produits ont ete separes par SDS-PAGE et 
immunodetectes. L'anticorps monoclonal G36-19 a fortement marque un grand 
nombre de bandes de poids moleculaire apparent superieur a 50 kDa, dont 

30 certaines etaient localisees a la limite superieure du gel. Ceci indique que la 
corneodesmosine est incorporee a I'interieur de structures heteropolymeriques 
de grande taille resultant de la proteolyse de I'enveloppe. Plusieurs bandes 
colorees par le Protogold n'etaient pas immunodetectees, ce qui confirme la 
specificite de la reaction. Aucune bande n'etait clairemept immunodetectee 

35 avec I'anticorps monoclonal G36-19 en absence de proteolyse, ce qui prouve 
I'existence de liens covalents entre la corneodesmosine et d'autres constituents 
des enveloppes cornifiees. 
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Aucun des fragments produits par digestion d'enveloppes cornifiees purifiees a 
partir d'epiderme mammaire n'a ete immunodetecte par i'anticorps monoclonal 
G36-19. En accord avec ce resultat, ces enveloppes etaient beaucoup moins 
marquees, et seulement a leur peripherie, quand elles etaient analysees avec 
5 I'anticorps monoclonal G36-19 en immunofluorescence indirecte. 

La corneodesmosine humaine de 52-56 kDa est une phosphoproteine 
basique : 

Pour determiner le point isoelectrique de la corneodesmosine, de I'epiderme 
humain a ete extrait directement dans un tampon contenant un detergent 

10 (tampon TENP40), et les proteines extraites ont ete separees par une 
electrophorese bidimensionelle (NEpHGE/SDS-PAGE) et immunodete.ctees 
avec I'anticorps monoclonal G36-19. La corneodesmosine de 52-56 kDa a 
montre un point isoelectrique basique superieur a 8. Ce resultat a ete confirme 
par immunodetection apres une separation IEF/SDS-PAGE. La proteine 

15 immunodetectee par I'anticorps monoclonal G36-19 n'etait pas visible apres 
coloration au bleu de Coomassie, meme quand 100 pg de proteines de I'extrait 
en tampon TENP40 etaient charges sur le gel. Ceci suggere done que la 
corneodesmosine de 52-56 kDa est une proteine quantitativement mineure, 
representant moins de 0,1% des proteines extraites. De plus, la proteine 

20 immunoreactive migrait sous la forme de plusieurs taches juxtaposees, 
suggerant la presence de modifications post-traductionnelles. Pour analyser 
Teventuelle phosphorylation de la corneodesmosine humaine, celle-ci a ete 
purifiee par affinite sur une matrice de sepharose (HiTrap-NHS, Pharmacia) 
activee par des groupements N-hydroxysuccinimide puis couplee avec 

25 I'anticorps monoclonal G36-19. Puis, elle a ete analysee par immunotransfert 
avec des anticorps specifiques de la phosphoserine ou de la phosphotyrosine. 
Lun des cinq anticorps monocionaux anti-phosphoserine utilises a 
immunodetecte la corneodesmosine de fa?on specifique. Au contraire, ni 
I'anticorps monoclonal PY20 ni un antiserum, diriges contre la phosphotyrosine, 

30 n'ont reconnu la corneodesmosine. 

La corneodesmosine humaine de 52-56 kDa est une glycoproteine : 

Affinodetection avec les lectines : 

La corneodesmosine de 52-56 kDa a ete partiellement purifiee a partir d'un 
35 extrait en tampon TENP40 par chromatographie d'affinite. La corneodesmosine 
fixee a ete eluee avec 3% de SDS, deposee sur gel d'electrophorese et 
transferee sur des membranes de nitrocellulose. Les membranes ont ete 
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incubees dans un tampon de blocage, puis avec des lectines biotinylees 
vendues par Pierce Chemical Co., diluees a 1 pg/ml: agglutinine de Pisum 
sativum (PSA), de germe de ble (WGA), de Ricinus communis (RCA), de 
Dolichos bifluorus (DBA) et de Arachis hypogaea (PNA). Apres ringage, les 
5 lectines ont ete detectees avec de la streptavidine marquee avec de la 
peroxydase (diluee au 1/400 000), et le kit ECL™ d'Amersham, comme decrit 
plus haut. 

Experiences de deglycosylation : 

10 L'extrait en tampon TENP40 (10 pg) a ete maintenu a ebullition 3 minutes dans 
20 pi d'un tampon phosphate de sodium a pH 7,2 contenaht 1% (p/v) de SDS. 
Du Nonidet P40 et de I'EDTA ont ete ajoutes pour atteindre une concentration 
finale de, respectivement, 1% et 20 mM. 2,4 unites de N-glycosidase F (EC 
3.2.2.18, Boehringer Mannheim) ont ete ajoutees et le melange reactionnel a 

15 ete incube a 37°C pendant 6 heures. Les proteines (34 pg) d'un extrait en 
tampon TENP40 ont aussi ete incubees avec 5 mU d'endo-a-N- 
acetyigalactosaminidase (EC 3.2.1.97) a 37 °C pendant 6 heures, en presence 
ou non de N-glycosidase F ou de neuraminidase (EC 3.2.1.18), dans les 
conditions decrites par le fabricant (Oxford GlycoSystems Ltd, Abingdon, UK). 

20 Les reactions ont ete arretees par 2 minutes d'ebullition dans du tampon 
echantillon. La deglycosylation de la fetuine, utilisee comme controle positif, a 
ete testee par PAGE-SDS et avec les lectines biotinylees. 

Les echantillons traites et non traites on ete separes par electrophorese et 
analyses par immunodetection et affinodetection, comme decrit plus haut. 

25 

, Chromatographie sur Concanavaline A-Sepharose : 

Un extrait en tampon TENP40 a ete directem£nt injecte, avec un debit de 0,5 
ml/minute, sur une colonne de Concanavaline A . sepharose 4B (ConA 
Sepharose, Sigma) qui avait ete equilibree au prealable avec du tampon de 

30 lavage: Tris-HCI 20 mM pH 7,4 contenant 0,2 M de NaCI. Apres lavage, avec 
un debit de 1 ml/minute, avec 15 ml de ce tampon, les proteines adsorbees ont 
ete eluees avec un debit de 0,5 ml/minute avec du methyl-a-D 
mannopyranoside (Sigma) dilue a 0,5 M dans le tampon de lavage. Les 
proteines ont ensuite ete separees par PAGE-SDS et analysees comme decrit 

35 plus haut. 

Resultats : 
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Les proteines d'un extrait en tampon TENP40, contenant la corneodesmosine 
de 52-56 kD, ont ete traitees par diverses glycosidases et analysees en 
immunotransfert avec deux anticorps monoclonaux diriges contre le 
polypeptide. La coloration des proteines totales de I'extrait n'a pas montre de 
5 degradation apparente durant I'incubation. Le traitement par la N-glycosidase F 
a induit une diminution d'environ 5 kDa du poids moleculaire apparent de la 
corneodesmosine. Ce resultat suggere tres fortement une N-glycosylation. Au 
contraire, les traitements avec I'endo-a-N-acetylgalactosaminidase et/ou la 
neuraminidase n'ont pas modifie la migration du la corneodesmosine. Pour 

10 confirmer ce resultat, la corneodesmosine humaine a ete purifiee par affinite et 
analysee a I'aide de lectines biotinylees. L'agglutinine de germe de ble (WGA) a 
fortement lie la proteine purifiee, a I'inverse des autres lectines testees qui ne 
I'ont pas ou tres faiblement reconnue. De plus, la corneodesmosine s'est liee a 
de la concanavaline A couplee a une matrice de sepharose. Elle a pu etre eluee 

15 avec le methyl a-D-mannopyranoside, sucre specifique de cette lectine, a la 
concentration de 0,5 M, ce qui prouve la specifjcite de la liaison. 

Purification de la corneodesmosine : 

Apres clivage dermo-epidermique, repiderme a ete homogeneise dans un 

20 tampon TEA: Tris-HCI 40 mM pH 7,5; EDTA 10 mM; aprotinine 10 ug/ml et 4- 
(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride (Interchim, Paris, France) utilise a 0,8 
mM. L'homogenat a ete centrifuge pendant 15 minutes a 15000 g. Le 
surnageant a ete clarifie par filtration sur des filtres dont le diametre des pores 
est de 0,45 urn (Puradisc ™ 25 AS; Whatman, Clifton, NJ), et injecte avec un 

25 debit de 0,3 ml/minute sur une colonne echangeuse d'anion (Hi Trap Q, 
Pharmacia LKB) qui avait ete equilibree dans le tampon de lavage: Tris-HCI 20 
mM pH 7,5. Les proteines non retenues (soit environ 5% des proteines totales 
de I'extrait) ont ete directement injectees au meme debit sur une colonne 
d'affinite preparee comme suit: environ 2 mg de I'anticorps monoclonal F28-27 

30 ont ete couples a 1 ml de matrice de Sepharose 4B activee par des 
groupements N-hydroxysuccinimide (HiTrap-NHS), comme cela est preconise 
par le fabricant Pharmacia LKB. La colonne a ete lavee de facon exhaustive 
avec un debit de 1 ml/minute avec le tampon de lavage en presence puis en 
absence de 1 M de NaCI. Les proteines immunoadsorbees ont ete eluees avec 

35 un debit de 0,3 ml/minute avec 0,2 M de glycine a pH 2,5; le pH des fractions 
eluees a ete immediatement neutralise avec du Tris base a la concentration de 
2 M. Les proteines des differentes fractions ont ete analysees en 



WO 98/4410S 



24 



PCI7FR98/00636 



immunotransfert avec I'anticorps monoclonal G36-19, ou avec I'anticorps 
monoclonal de controle, MOPC-21. Les fractions contenant les proteines ainsi 
eluees ont ete melangees, puis lyophilisees. Les proteines du lyophilisat ont ete 
analysees comme decrit plus .haut, par electrophorese mono- ou 
5 bidimensionelle. La corneodesmosine a ete ensuite decoupee du gel afin d'etre 
sequencee. 

Resultats : 

La corneodesmosine de 52-56 kDa a ete purifiee par une chromatographie 
10 d'echange d'anions suivie d'une chromatographie d'affinite. La totalite de la 
corneodesmosine extraite s'est liee de facon specifique sur la colonne d'affinite, 
dont elle a pu etre eluee en presence de glycine. La coloration au Protogold des 
proteines transferees montre le haut degre de purification obtenu, puisque la 
corneodesmosine est largement majoritaire dans ces fractions. Des resultats 
15 similaires ont ete obtenus, lorsque la chromatographie d'affinite etait realisee 
sur une matrice couplee avec I'anticorps monoclonal F28-27 ou avec I'anticorps 
monoclonal G36-19. Une analyse en gel bidimensionel a confirme le point 
isoelectrique basique de la corneodesmosine purifiee et a montre qu'elle est la 
seule proteine eluee presentant un poids moleculaire apparent de 52-56 kDa. 
20 La corneodesmosine ainsi purifiee a ete separee par electrophorese et la bande 
du gel contenant cette proteine a ete decoupee, puis la proteine a ete 
sequencee. 

Instability du polypeptide purifie : 

25 Au cours de ses nombreux essais pour purifier la corneodesmosine, la 
demanderesse s'est heurtee a deux problemes majeurs : (1) la faible proportion 
de cette proteine parmi les proteines epidermiques et (2) son instabilite, due 
vraisemblablement a sa grande sensibilite a Taction des proteases. 
Differents tests ont ete mis en ceuvre pour tenter de stabiliser la 

30 corneodesmosine : adjonction de zinc (inhibiteur de I'enzyme chymotrypsique 
de la couche cornee), d'agents reducteurs (p-mercaptoethanol ou dithiothreitol), 
d'agents denaturants (SDS), de glycerol, d'inhibiteurs specifiques des proteases 
a serine (PMSF, aprotinine) ou d'un cocktail d'inhibiteurs de diverses proteases 
(aprotinine, leupeptine, pepstatine, benzamidine, phenanthroline, PMSF) ou 

35 suppression des etapes de congelation / decongelation. Finalement, I'absence 
des etapes de congelation/decongelation, la presence de 2% de SDS ou la 
presence du cocktail d'inhibiteurs, et de preference une combinaison de ces 
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conditions, se sont revelees les plus efficaces pour stabiliser la 
corneodesmosine. 

Sequengage du polypeptide purifie : 
5 Pour le sequengage, les bandes qui correspondent a la corneodesmosine ou a 
des fragments de corneodesmosine (52-56 kDa, 45 kDa), mises en evidence sur 
les gels d'electrophorese ont ete decoupees. Les proteines ont alors ete 
directement digerees dans le gel par de 1'endopeptidase lys-C (EC 3.4.99.30) et 
les peptides generes ont ete purifies par HPLC en utilisant une colonne 
10 DEAE-C18. Les peptides ainsi selectionnes ont ete sequences par la methode 
des cycles de degradation d'Edman sur un appareil Procise Sequencer de la 
societe Applied Biosystems, selon les instructions du fournisseur. 

Resultats : 

15 Aucun sequengage a partir de Pextremite. NH2-terminale n'a ete possible, 
suggerant une protection de la proteine a cette extremite. 

Les sequengages internes ont permis d'etablir la sequence de deux fragments a 
savoir : 

A : Lys Ser Tyr Gly Gly Tyr Glu Val Val Gly Gly Ser Ser Asp Ser Gly 
20 B : Lys lie Tyr Pro Val Gly Tyr Phe Thr Lys 

Ce resultat confirme celui obtenu par les techniques de biologie moleculaire ayant 
permis la deduction de la sequence en acides amines du polypeptide de 
I'invention a partir de la sequence nucleotidique. 

25 

Construction d'une banque d'expression d'epiderme humain : 

Le clonage de I'ADNc de ia corneodesmosine humaine ne pouvait pas etre 
realise a partir des banques depression preexistantes. En effet, celles-ci ont 
ete produites soit a partir d'epiderme de souris, soit a partir de keratinocytes 
30 humains cultives en monocouche, conditions qui ne permettent pas I'expression 
des genes caracteristiques de la differenciation terminaie epidermique. La 
demanderesse a done construit une banque d'expression epidermique 
humaine. 

35 Extraction d'acides ribonucleiques (ARN) poly(Af d'epiderme humain : 

Elle a ete realisee a partir de prelevements de peau mammaire, dechets 
chirurgicaux obtenus apres chirurgie plastique. Le tissu adipeux sous-cutane a 
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ete disseque, puis des lambeaux de peau ont ete decoupes a I'aide d'un 
dermatome et incubes 2 heures a 37°C, dans une solution de trypsine (solution 
A, Gibco BRL), face epidermique vers le haut. Le clivage dermo-epidermique a 
ete alors realise avec des pinces. Les feuillets epidermiques obtenus ont ete 

5 rinces dans un tampon phosphate (PBS, pH 7,4). L'extraction des ARN poly(A) + 
a ete realisee selon le protocole propose dans le coffret "mRNA purification kit" 
commercialise par Dynal (Oslo), apres homogeneisation des feuillets a I'aide 
d'un "Turax", directement dans le tampon fourni (Lysis/Binding buffer). Le 
principe de ce coffret utilise I'affinite des ARN messagers (ARNm) comportant 

10 une extremite poly(A) pour des billes magnetiques recouvertes d'oligo(dT) 25 . 
Apres 5 minutes d'incubation a temperature ambiante dans le lysat, les billes 
ont ete isolees avec un aimant et soumises a 3 lavages. Les ARN poly(A) 
elues par incubation des billes a 65°C pendant 2 minutes dans une solution 2 
mM EDTA, pH 8, ont ete doses en utilisant le coffret colorimetrique "DNA 

15 DipStick" commercialise par Invitrogen (San Diego, CA). 

Construction de la banque : 

La banque a ete construite avec le coffret "ZAP Express cDNA Gigapack II Gold 
cloning kit" commercialise par Stratagene (La Jolla, CA), en suivant le protocole 

20 propose par le fournisseur. Les ADN complementaires (ADNc) ont ete 
synthetises a partir de 2 ug d'ARN poly(A) + , avec la transcriptase inverse du 
virus de la leucemie murine de Moloney (MMLV-RT), en utilisant des amorces 
oligo(dT)18 comprenant un site de restriction pour I'enzyme Xhol et en 
presence de 5-methyl cytidine triphosphate. La synthese du. second brin a ete 

25 realisee par I'ADN polymerase l de E. coli, et les extremites des ADNc ont ete 
rendues franches avec la pfu polymerase recombinante. Apres addition 
d'adaptateurs EcoR I (ADN ligase de T4), et phosphorylation des extremites 5' 
(polynucleotide kinase de T4), les ADNc ont ete soumis a une digestion par 
I'enzyme Xho I. La selection des ADNc de taille superieure a 500 paires de 

30 bases a ete realisee avec une colonne de Sephacryl S-500. La ligation des 
ADNc avec les deux bras du phage ZAP Express a ete realisee avec la ligase 
du phage T4. L'encapsulation du phage recombinant a ete realisee avec les 
extraits "Gigapack II Gold Packaging Extract" fournis par Stratagene. La souche 
XL-1 blue MRF de E. coli a ete utilisee pour la titration et I'etalement de la 

35 banque. 



Resultats : 
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Cette banque a ete realisee a partir de 2 |jg d'ARNm, extraits d'un fragment 
d'epiderme humain'dans les heures suivant son prelevement, par clonage 
unidirectionnel dans le phage ZAP Express. Elle est constitute d'environ 2x1 0 5 
clones independants. 

5 

Clonage de I'acide desoxyribonucleique complementaire (ADNc) codant 
pour la corneodesmosine : 

Criblage immunoloqique : 

Le criblage immunologique, realise sans etape d'amplification prealable, a ete 
10 fait stir des membranes de nitrocellulose (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Allemagne), incubees dans une solution d'isopropyl-1-thio-|3-D- 
galactopyranoside (IPTG, Stratagene) a 10 mM pendant 10 minutes, sechees, 
et incubees 4h a 37°C sur la banque etalee. La procedure de criblage 
immunologique a ete realisee comme decrit dans Tart anterieur avec un cocktail 
15 des trois anticorps monoclonaux G36-19, F28-27 et B17-21, utilises aux 
concentrations respectives de 0,2, 0,2 et 2 pg/ml Les clones positifs ont ete 
isoles par les techniques classiques et testes avec chacun des trois anticorps 
monoclonaux isolement 

20 Sequengage : 

Les phages ZAP Express correspondant aux clones purifies ont ete soumis a 
une excision in vivo, avec Taide d'un phage ExAssist, comme indique par 
Stratagene. Les plasmides obtenus ont ete amplifies avec le coffret Qiagen 
(Hilden, Allemagne), puis sequences aux extremites des inserts, avec des 
25 amorces T3 et M13 (Stratagene), en utilisant un coffret Perkin-Elmer (ABI 
PRISM Dye Terminator cycle sequencing kit, Perkin Elmer, Foster city, CA). La 
comparaison des sequences obtenues avec les bases de donnees 
internationales a ete realisee avec le programme Blast. 

30 Resultats : 

La banque n'ayant pas ete amplifiee prealablement, le criblage a permis d'isoler 
5 clones independants. Les fragments d'ADNc humain contenus dans les 
clones ont ete sequences partiellement a partir des extremites, ce qui a permis 
de montrer qu'ils etaient tous chevauchants et codaient done tous pour des 
35 fragments de la meme proteine. Les 5 clones ont aussi ete testes avec chacun 
des trois anticorps monoclonaux separement. Trois clones (1.1, 4.4 et 5.1) se 
sont reveles reactifs avec les trois anticorps monoclonaux, le clone 5.5 avec 
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deux anticorps monoclonaux (F28-27 et G36-19) et enfin le clone 1.2 n'a ete 
reconnu que par Tanticorps monoclonal F28-27. Ces resultats demontrent de 
maniere formelle que les trois anticorps monoclonaux reconnaissent la meme 
proteine, confirmant ainsi ce qui avait ete fortement suggere par les etudes 

5 biochimiques anterieures. Ces resultats permettent egalement d'ordonner sur la 
molecule les epitopes reconnus par chacun des anticorps monoclonaux. En 
effet, les clones ayant ete constants par transcription inverse a partir de 
I'extremite 3' des ARNm, qui correspond a I'extremite COOH de la proteine, il 
est possible de conclure que ['epitope reconnu par F28-27 est le plus proche de 

10 cette extremite, suivi de I'epitope de G36-19 et enfin de celui de B17-21. 
L'analyse par restriction enzymatique de la taille de ces differents fragments 
d'ADNc, a confirme que les 3 clones reconnus par les 3 anticorps monoclonaux 
presentent les plus longues sequences (de 2 a 1 ,5 kb), alors que celui que 
reconnaTt seulement F28-27 est le plus court (1 kb), le dernier, reconnu par 2 

15 anticorps monoclonaux, ayant une taille interm^diaire de 1,3 kb. 

Ainsi, a ete clone tout ou partie de I'ADNc codant pour la corneodesmosine 
humaine, proteine caracterisee par les 3 anticorps monoclonaux B17-21, G36- 
19 et F28-27 qui reconnaissent des epitopes differents, ordonnes sur la 
proteine dans I'ordre indique, de I'extremite NH2 vers I'extremite COOH. 

20 

Les sequences partielles de chaque clone, comparees aux sequences incluses 
dans les banques de donnees internationales, ont revele une identite de 99% 
avec la sequence du gene S, inscrit dans la banque de donnees GenBank sous 
le numero L20815. Cette analyse a montre egalement que parmi les 5 clones 

25 obtenus, 4 correspondent a la forme courte de I'ARNm, un seul, le clone 5.1, 
correspondant a la forme longue. Ces formes sont issues d'un choix alternatif 
du site de polyadenylation au niveau de la partie 3' non codante du transcrit 
primaire. Cette analyse a permis de preciser la localisation des epitopes 
reconnus par nos 3 anticorps monoclonaux : I'epitope reconnu par B17-21 est 

30 localise dans la partie de la proteine correspondant aux nucleotides 594 a 762, 
G36-19 et F28-27 etant respectivement localises dans la zone 762-1044 et 
1044-codon stop. Enfin, le clone 1.1, qui comporte la sequence codante la plus 
longue, commence au nucleotide 348. 
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Clonage de 1'ADNc complet codant pour la corneodesmosine : 

Les analyses precedentes ont montre que les clones obtenus ne couvraient pas 
la partie de I'ADNc allant du nucleotide 1 au nucleotide 347. La demanderesse 
a done du doner cette partie manquante. 
5 80 ng d'ARN poly(A) + extrait d'epiderme humain comme precedemment decrit, 
ont ete soumis a une transcription inverse a partir d'amorces aleatoires, en 
utiiisant le coffret "Superscript" commercialise par Gibco BRL. (.'amplification 
de I'extremite 5' de I'ADNc de la corneodesmosine a ete realisee a partir de 
1/20 de la reaction de synthese du premier brin, avec en amont un 

10 oligonucleotide correspondant a la sequence 2-20 (GenBank L20815) et 
comprenant aussi un adaptateur Spe I, et, en aval un oligonucleotide 
complementaire de la sequence 1017-1035. Les conditions de la reaction de 
polymerisation en chaTne (PCR : polymerase chain reaction) etaient les 
suivantes : 3 minutes a 94°C suivies de 35 cycles avec 80 sec a 94°C, 80 sec a 

15 57°C et 2 minutes a 72°C. Le fragment unique obtenu, purifie apres 
electrophorese en gel d'agarose TBE, digere par Spe I et EcoN I (nucleotides 2 
a 1003), a ete clone dans le plasmide pBK-CMV-1.1 (isole par criblage de la 
banque) digere par les memes enzymes; ce qui a permis d'aboutir au plasmide 
pS11. L'ADNc complet contenu dans le plasmide pS11 a ete sequence au 

20 moins 3 fois jusqu'au nucleotide 1700. La comparaison avec la sequence 
anterieurement publiee a revele quatre differences ponctuelles qui ont ete 
analysees au niveau genomique. 

Analyse genomique de la corneodesmosine : 

25 Quatre differences ponctuelles ont ete constatees entre la sequence de I'ADNc 
complet isole par la demanderesse et celle du gene S publiee dans I'art 
anterieur (Zhou Y. et Chaplin D.D., P.N.A.S. usa, Vol. 90, pp. 9470-9474, 
Octobre 1993). Ces quatre differences ponctuelles ont ete analysees par PCR, 
au niveau genomique a partir de dix echantillons temoins d'ADN extrait de sang 

30 humain selon les methodes classiques. 

L'analyse de I'insertion eventuelle d'une guanine en position 1514 a ete realisee 
apres amplification par PCR de la region genomique comprise entre les 
nucleotides 1446 et 1786 (GenBank, L20815), realisee dans les conditions 
classiques. Le fragment d'ADN obtenu pour chaque echantillon a ete soumis a 

35 une digestion par Bsi Ml d'une part et Nci I d'autre part. Une electrophorese sur 
gel NuSieve GTG 3% (FMC, Rockland, ME) a ete realisee en tampon TBE. 
L'etude de la sequence en position 66 a ete realisee selon la methode ASA 
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(allele specific amplification). Deux reactions de PCR ont ete realisees en 
parallele avec en aval, un oligonucleotide complementaire de la sequence 572- 
. 91 et, en amont, un oligonucleotide correspondant a la sequence 52-65 et se 
terminant en position 66 soit par A soit par T. Les reactions de PCR ont ete 
5 realisees avec 0,5 yg d'ADN genomique, 2,5 pmol de chaque oligonucleotide, 
et 0,5 U de Taq polymerase (Appligene). Les conditions d'amplification sont 
94°C, 2 minutes puis 30 cycles avec 50 secondes a 94°C, 1 minute a 56°C et 
2,5 minutes a 72°C. 

L'analyse des bases en position 1118 et 1236 a ete realisee apres amplification 
10 avec un couple d'oiigonucteotides unique : oligonucleotide sens 908-27, 
antisens 1573-93. Les conditions de PCR sont les memes que precedemment, 
avec un temps de polymerisation limite a 1 minute. Les fragments ont ete 
soumis a une digestion par Bsm I ou Hin6 I pour Tetude respective des 
positions 1118 et 1236 puis separes par electrophorese sur gel NuSieve 3%. 

15 

Resultats : 

L'insertion d'une guanine en position 1514 entraTne un decalage du cadre de 
lecture et deplace le codon stop de la position 1523 a la position 1603. La 
proteine produite par cette sequence differe au niveau des deux derniers acides 

20 amines (I et S) qui sont remplaces par la sequence : 

Asp lie leu Ala Gin Val lys Pro Leu Gly Pro Gin Leu Ala Asp Pro Glu Val Phe 
Leu Pro Gin Gly Glu Leu Leu Asp Ser Pro 
ce qui correspond a un ajout de 27 acides amines par rapport a la sequence 
publiee. Les 5 ADNc precedemment isoles presentant tous cette insertion, 

25 I'etude a ete elargie a d'autres individus. Dix echantillons temoins d'ADN 
genomique humain, provenant de dix individus, ont ete amplifies dans cette 
region et analyses par restriction enzymatique. En effet la sequence publiee 
correspond a la presence d'un site de restriction Bsi Ml en position 1510 qui 
disparaTt dans la sequence comprenant une guanine supplemental, alors 

30 qu ! un site Nci I apparaTt en '1512. Les resultats sont les memes pour les 10 
individus, a savoir que seul le site Nci I est present. Ceci signifie que chez ces 
dix individus, la corneodesmosine est produite sous une forme plus longue que 
la forme publiee du gene S. 

Trois autres differences ponctuelles, de type substitutions, ont ete retrouvees 
35 entre les clones et la sequence publiee. L'analyse des dix echantillons 
genomiques temoins par PCR et restriction enzymatique ou par ASA, a montre 
qu'il s f agit d f un polymorphisme du gene. La demanderesse a mis en evidence 
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en position 66 une mutation conservative T/A (Leu-Met), en position 1118, un 
poiymorphisme A/G, correspondant a une mutation silencieuse Ala-Ala et, 
enfin, en 1236 un poiymorphisme T/G correspondant a une mutation non 
conservative Ser-Ala. 

5 

Production de corneodesmosine recombinante : 

L'ADNc complet codant pour la corneodesmosine a ete isole, sous la forme 
d'un fragment Eci136 I/Not I de 2106 paires de bases a partir du plasmide 
pS11. Le sous-clonage a ete realise dans le vecteur pCDNA amp (InVitrogen) 

10 prealablement digere par EcoR V et Not I, aboutissant au plasmide p14-9. 

La traduction in vitro de la corneodesmosine, a ete effectuee avec le coffret 
"TNT T7 Quick coupled transcription/translation system" commercialise par 
Promega, a partir du plasmide p14-9. Ce coffret associe en une etape, la 
transcription par TARN polymerase du phage T7, avec la traduction par un lysat 

15 de reticulocytes de lapin. Ces reactions ont ete realisees avec 0,6 (jg de 
plasmide dans un volume de 25 pi, selon les instructions du fournisseur. 
La corneodesmosine a ete exprimee dans des cellules COS-7 apres 
transfection avec le plasmide p 14-9. Les cellules ont ete transferees selon le 
protocole classique au DEAE-dextran, complete par ('addition de chloroquine et 

20 un choc au DMSO, en utilisant 1 pg de plasmide/3.10 5 cellules. Apres 48 h 
d'expression, les cellules sont lavees 2 fois au PBS pH 7,4 et lysees dans un 
tampon Tris-HCI 40 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, NP40 0,5%, contenant un 
cocktail d'inhibiteurs de proteases (Pharmingen, Inc). Apres separation en SDS- 
PAGE, et electrotransfert, les echantillons sont immunodetectes, comme 

25 precedemment decrit . 

Resultats : 

, La nouvelle sequence complete de la proteine predit un poids moleculaire de 
51,45 kDa, en absence de toute modification post-traductionnelle. La 

30 corneodesmosine synthetisee in vitro, en absence de membranes 
microsomales, migre avec un poids moleculaire apparent d'environ 60 kDa. 
Ceci montre que cette proteine a une migration aberrante en gel SDS-PAGE. 
La co-migration avec la forme epidermique majoritaire extraite en tampon de 
faible force ionique, demontre que cette demiere correspond a une forme assez 

35 largement tronquee de la proteine, ceci d'autant plus que la demanderesse a 
montre que cette forme epidermique est glycosylee. 

La transfection de cellules COS-7 avec le plasmide 14-9 fait apparaTtre une 
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proteine immunoreactive qui migre egalement aux environs de 60 kDa. Les 
memes resultats ont ete obtenus avec la lignee de neuroepitheiiome humain 
CHP 126, trarisfectee par electroporation. L'ensemble de ces resultats suggere 
fortement que dans I'epiderme, la corneodesmosine subit, de maniere precoce 
5 au cours de sa maturation, une proteolyse specifique. 
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REVINDICATIONS 

1. Composition cosmetique ou pharmaceutique comprenant, dans un milieu 
physiologiquement acceptable, au moins un polypeptide naturel ou synthetique 
5 purifie, ledit polypeptide etant caracterise par le fait qu'il repond a la sequence 
d'acides amines SEQ ID NO : 1 suivante : 
Met Gly Ser Ser Arg Ala Pro Trp Met Gly Arg Val Gly Gly His Gly 

1 .5 10 15 

Met Met Ala Leu Leu Leu Ala Gly Leu Leu Leu Pro Gly Thr Leu Ala 
10 20 25 30 

LysSer He Gly ThrPheSerAspProCysLysAspPro Thr Arg lie 

35 40 45 

Thr Ser Pro Asn Asp Pro Cys Leu Thr Gly Lys Gly Asp Ser Ser Gly 
50 55 60 

15 PheSerSerTyr Ser Gly Ser Ser Ser Ser Gly Ser Ser lie SerSer 
65 70 75 80 

Ala Arg Ser Ser Gly Gly Gly Ser Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ser Ser 

85 90 95 

lie Ala Gin Gly Gly Ser Ala Gly SerPheLys Pro Gly Thr Gly Tyr 
20 100 105 110 

Ser Gin Val Ser Tyr Ser Ser Gly Ser Gly Ser Ser Leu Gin Gly Ala 

115 120 125 

Ser Gly Ser Ser Gin Leu Gly Ser Ser Ser Ser His Ser Gly Ser Ser 
130 135 140 

25 Gly Ser His Ser Gly Ser Ser Ser Ser His Ser Ser Ser Ser Ser Ser 
145 150 155 160 

PheGlnPheSer Ser Ser Ser Phe Gin Val Gly Asn Gly Ser Ala Leu 

165 170 175 

Pro Thr AsnAspAsn Ser Tyr Arg Gly lie LeuAsn Pro Ser Gin Pro 
30 180 " 185 190 

Gly Gin Ser Ser Ser Ser Ser Gin Thr Ser Gly Val Ser Ser Ser Gly 

195 200 205 

Gin Ser Val Ser Ser Asn Gin Arg Pro Cys Ser Ser Asp lie ProAsp 
210 215 220 

35 Ser Pro Cys Ser Gly Gly Pro lie Val Ser His Ser Gly Pro Tyr lie 
225 230 235 240 

Pro SerSer His Ser Val Ser Gly Gly Gin Arg Pro Val Val Val Val 
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245 250 255 

Val Asp Gin His Gly Ser Gly Ala Pro Gly Val Val Gin Gly Pro Pro 

260 265 270 

Cys SerAsn Gly Gly Leu Pro Gly Lys Pro Cys Pro Pro lie Thr Ser 

5 275 280 285 

Val AspLys Ser Tyr Gly Gly Tyr Glu Val Val Gly Gly Ser SerAsp 

290 295 300 

Ser Tyr Leu Val Pro Gly Met Thr Tyr Ser Lys Gly Lys lie Tyr Pro 

305 310 315 320 

10 Val Gly Tyr Phe Thr Lys Glu Asn Pro Val Lys Gly Ser Pro Gly Val 

325 330 335 

Pro Ser Phe Ala Ala Gly Pro Pro He Ser Glu Gly Lys Tyr Phe Ser 

340 345 350 

SerAsn Pro lie He Pro Ser Gin Ser Ala Ala Ser Ser Ala lie Ala 

15 355 360 365 

Phe Gin Pro Val Gly Thr Gly Gly Val Gin Leu Cys Gly Gly Gly Ser 

370 375 380 

Thr Gly Ser Lys Gly Pro Cys Ser Pro Ser Ser Ser Arg Val Pro Ser 

385 390 395 400 

20 Ser Ser Ser lie Ser Ser Ser Ala Gly Ser Pro Tyr His Pro Cys Gly 

405 410 415 

Ser Ala Ser Gin Ser Pro Cys Ser Pro Pro Gly Thr Gly Ser Phe Ser 

420 425 430 

Ser Ser Ser Ser Ser Gin Ser Ser Gly Lys He lie Leu Gin Pro Cys 

25 435 440 445 

Gly Ser Lys Ser Ser Ser Ser Gly His Pro Cys Met Ser Val Ser Ser 

450 455 460 

Leu Thr Leu Thr Gly Gly Pro Asp Gly Ser Pro His Pro Asp Pro Ser 

465 470 475 480 

30 Ala Gly Ala Lys Pro Cys Gly Ser Ser Ser Ala Gly Lys He Pro Cys 

485 490 495 . 

Arg Ser He Arg Asp lie Leu Ala Gin Val Lys Pro Leu Gly Pro Gin 

500 505 510 

Leu Ala Asp Pro Glu Val PheLeu Pro Gin Gly Glu Leu Leu Asp Ser 

35 515 520 525 

Pro 
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2. Composition selon la revendication 1, caracterisee par le fait que le 
polypeptide est purifie a partir de mammiferes. 

3. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
5 caracterisee par le fait que le polypeptide est purifie a partir de peau de 

mammiferes. 

4. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait que le polypeptide est purifie a partir de peau humaine. 

10 

5. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait que le polypeptide est purifie a partir d'epiderme humain. 

6. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
15 caracterisee par le fait que le polypeptide intervient dans la cohesion 

intercorneocytaire. 

7. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait que le polypeptide est en partie constitute par la 

20 sequence du polypeptide tel que decrit dans la revendication 1. 

8. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait que le polypeptide a un poids moleculaire apparent 
compris entre 50 et 60 kilodaltons, preferentiellement entre 52 et 56 kilodaltons. 

25 

9. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait que le polypeptide est basique. 

10. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
30 caracterisee par le fait que le polypeptide est giycosyle. 

11. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait que le polypeptide est phosphoryle. 

35 12. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes,. 
caracterisee par le fait que le polypeptide est giycosyle, basique, phosphoryle et 
que le polypeptide a un poids moleculaire apparent compris entre 50 et 60 
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kilodaltons, preferentiellement entre 52 et 56 kilodaltons. 

13. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee par le fait qu'elle comprend un melange de polypeptides issus de 

5 la proteolyse du polypeptide tel que deceit dans les revendications 1 a 12. 

14. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, destinee a 
traiter I'amincissement de I'epiderme et en particulier de la couche cornee et/ou 
a traiter une fragilite excessive du revetement cutane et/ou a renforcer la 

10 cohesion intercomeocytaire et/bu induire I'epaississement de la couche cornee. 

15. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, destinee a 
traiter les troubles trophiques cutanes ou ceux consecutifs a des troubles de la 
cicatrisation. 

15 

16. Procede de traitement cosmetique destine a traiter I'amincissement de. 
I'epiderme, et en particulier de la couche cornee, et/ou a traiter une fragilite 
excessive du revetement cutane et/ou a renforcer la cohesion 
intercomeocytaire et/ou induire I'epaississement de la couche cornee, 

20 caracterise par le fait que i'on applique sur la peau du sujet a traiter une 
composition cosmetique telle que decrite dans Tune quelconque des 
revendications 1 a 13. 

17. Procede de traitement cosmetique destine a traiter les troubles trophiques 
25 cutanes ou ceux consecutifs a des troubles de la cicatrisation, caracterise par le 

fait que Ton applique sur la peau du sujet a traiter une composition cosmetique 
telle que decrite dans Tune quelconque des revendications 1 a 13. 

18. Composition cosmetique ou pharmaceutique comprenant, dans un milieu 
30 physiologiquement acceptable, une quantite efficace d'au moins une protease 

active sur le polypeptide tel que decrit dans Tune des revendications 1 a 13, 
choisie parmi I'Endoproteinase LysC, I'Endoproteinase GluC, la Proline- 
Endopeptidase, la Thrombine, la Pepsine, la Myxobacter AL117 et FEIastase. 

35 19. Composition selon la revendication 18, caracterisee par le fait qu'elle 
comprend en outre une glycosidase. 
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20. Composition seion Tune quelconque des revendications 18 ou 19 destinee a 
traiter I'hyperkeratose. 

21. Composition seion Tune quelconque des revendications 18 ou 19 destinee a 
5 traiter la xerose, les ichthyoses, le psoriasis, les lesions tumorales 

hyperkeratosiques benignes ou malignes ou les keratoses reactionnelles. 

22. Composition seion Tune quelconque des revendications 18 ou 19 destinee a 
traiter la leukokeratose du col uterin au cours du prolapsus, les leukokeratoses 

10 buccales, ou. encore les lesions tumorales hyperkeratosiques benignes ou 
malignes des muqueuses malpighiennes. 

23. Precede de traitement cosmetique pour diminuer la cohesion 
intercorneocytaire ou pour favoriser la desquamation, caracterise par le fait que 

15 Ton applique sur la peau du sujet a traiter une composition telle que decrite 
dans les revendications 18 ou 19. 

24. Composition cosmetique ou pharmaceutique comprenant, dans un milieu 
physiologiquement acceptable, au moins la sequence nucleotidique codante 

20 SEQ ID N°2 suivante : 



1 


ATG 


GGC 


TCG 


TCT 


CGG 


GCA 


CCC 


TGG 


ATG 


GGG 


CGT 


GTG 


GGT 


GGG 


CAC 


46 


GGG 


ATG 


ATG 


GCA 


CTG 


CTG 


CTG 


GCT 


GGT 


CTC 


CTC 


CTG 


CCA 


GGG 


ACC 


91 


TTG 


GCT 


AAG 


AGC 


ATT 


GGC 


ACC 


TTC 


TCA 


GAC 


CCC 


TGT 


AAG 


GAC 


CCC 


136 


ACG 


CGT 


ATC 


ACC 


TCC 


CCT 


AAC 


GAC 


CCC 


TGC 


CTC 


ACT 


GGG 


AAG 


GGT 


181 


GAC 


TCC 


AGC 


GGC 


TTC 


AGT 


AGC 


TAC 


AGT 


GGC 


TCC 


AGC 


AGT 


TCT 


GGC 


226 


AGC 


TCC 


ATT 


TCC 


AGT 


GCC 


AGA 


AGC 


TCT 


GGT 


GGT 


GGC 


TCC 


AGT 


GGT 


271 


AGC 


TCC 


AGC 


GGA 


TCC 


AGC 


ATT 


GCC 


CAG 


GGT 


GGT 


TCT 


GCA 


GGA 


TCT 


316 


TTT 


AAG 


CCA 


GGA 


ACG 


GGG 


TAT 


TCC 


CAG 


GTC 


AGC 


TAC 


TCC 


TCC 


GGA 


361 


TCT 


GGC 


TCT 


AGT 


CTA 


CAA 


GGT 


GCA 


TCC 


GGT 


TCC 


TCC 


CAG 


CTG 


GGG 


406 


AGC 


AGC 


AGC 


TCT 


CAC 


TCG 


GGA 


AGC 


AGC 


GGC 


TCT 


CAC 


TCG 


GGA 


AGC 


451 


AGC 


AGC 


TCT 


CAT 


TCG 


AGC 


AGC 


AGC 


AGC 


AGC 


TTT 


CAG 


TTC 


AGC 


AGC 


496 


AGC 


AGC 


TTC 


CAA 


GTA 


GGG 


AAT 


GGC 


TCT 


GCT 


CTG 


CCA 


ACC 


AAT 


GAC 


541 


AAC 


TCT 


TAC 


CGC 


GGA 


ATA 


CTA 


AAC 


CCT 


TCC 


CAG 


CCT 


GGA 


CAA 


AGC 


586 


TCT 


TCC 


TCT 


TCC 


CAA 


ACC 


TCT 


GGG 


GTA 


TCC 


AGC 


AGT 


GGC 


CAA 


AGC 


631 


GTC 


AGC 


TCC 


AAC 


CAG 


CGT 


CCC 


TGT 


AGT 


TCG 


GAC 


ATC 


CCC 


GAC 


TCT 


676 


ccc 


TGC 


AGT 


GGA 


GGG 


CCC 


ATC 


GTC 


TCG 


CAC 


TCT 


GGC 


CCC 


TAC 


ATC 


721 


CCC 


AGC 


TCC 


CAC 


TCT 


GTG 


TCA 


GGG 


GGT 


CAG 


AGG 


CCT 


GTG 


GTG 


GTG 


766 


GTG 


GTG 


GAC 


CAG 


CAC 


GGT 


TCT 


GGT 


GCC 


CCT 


GGA 


GTG 


GTT 


CAA 


GGT 


811 


ccc 


CCC 


TGT 


AGC 


AAT 


GGT 


GGC 


CTT 


CCA 


GGC 


AAG 


CCC 


TGT 


CCC 


CCA 


856 


ATC 


ACC 


TCT 


GTA 


GAC 


AAA 


TCC 


TAT 


GGT 


GGC 


TAC 


GAG 


GTG 


GTG 


GGT 


901 


GGC 


TCC 


TCT 


GAC 


AGT 


TAT 


CTG 


GTT 


CCA 


GGC 


ATG 


ACC 


TAC 


AGT 


AAG 


946 


GGT 


AAA 


ATC 


TAT 


CCT 


GTG 


GGC 


TAC 


TTC 


ACC 


AAA 


GAG 


AAC 


CCT 


GTG 


991 


AAA 


GGC 


TCT 


CCA 


GGG 


GTC 


CCT 


TCC 


TTT 


GCA 


GCT 


GGG 


CCC 


CCC 


ATC 



WO 98/44105 



38 



PCT/FR98/00636 



1036 


TCT 


GAG 


GGC 


AAA 


TAC 


TTL 


1 ^-L. 
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15 25. Composition selon ia revendication 24, caracterisee par le fait que la 
sequence nucleotidique comprend tout ou partie de la sequence nucleotidique 
telle decrite a la revendications 24. 

27. Utilisation de la sequence d'acides nucleiques telle que decrite dans I'une 
20 quelconque des revendications 24 ou 25 pour preparer un polypeptide ou un 

melange de polypeptides tels que decrits dans les revendications 1 a 13. 

28. Utilisation de la sequence d'acide telle que decrite dans I'une quelconque 
des revendications 24 ou 25 pour preparer un acide ribonucleique. 

25 

29. Utilisation du polypeptide purifie ou de ses fragments de proteolyse purifies 
ou de tout peptide synthetique tel que decrit dans les revendications 1 a 13, 
pour preparer ou purifier toute molecule susceptible de se Her specifiquement 
audit polypeptide purifie ou auxdits fragments de proteolyse purifies ou audit 

30 peptide synthetique. 

30. Utilisation selon la revendication precedente pour preparer ou purifier des 
proteines structurales specifiques de corneodesmosomes ou des enzymes de 
la couche cornee de type "proteases" ou "glycosidases". 

35 

31 . Utilisation du polypeptide purifie ou de ses fragments de proteolyse purifies 
ou de tout peptide synthetique tel que decrit dans les revendications 1 a 13, 
pour preparer ou purifier des antiserums ou des anticorps monoclonaux 
specifiques. 
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